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Es wird über eine modifizierte Methode zur Bestimmung des freien Hydroxyprolin in l m/ Serum bei einem maximalen Fehler von 4,5%
berichtet. Das Serum wurde durch eine kombinierte Behandlung mit absolutem Äthanol und Unterkühlung enteiweißt und von anderen
äthanolunlöslichen Komponenten befreit. Der Überstand wurde in Vakuum trocken destilliert, wonach eine kolorimetrische Bestimmung
des Hydroxyprolin in dem trocknen Rückstand nach STEGEMANN und STALDER in gewisser Modifikation erfolgte." Das dem Serum zu-
gesetzte Hydroxyprolin wurde mit einem Fehler von 2,5% wiedergefunden. Es konnte eine Menge von 0,4—0,5 % Hydroxyprolin in
l m/ Serum noch gut erfaßt werden. Die Normalwerte für das Humanserum mit dieser Methode lagen bei 1,58 ± 0,27 (0,86) /ig/m/ und
für das Hundeserum etwas höher 3,78 ± 0,45 (1,75) //g/m/.
A simplified method for the determination of free hydroxyproline in serum
A modified method is presented for the quantitative determination of free hydroxyproline in 1 m/ serum with an analytical error of 4.5%.
Blood serum was deproteinized by a complex treatment with absolute ethanol and supercooling. Ethanol-insoluble substances were also
eliminated. Thereafter ethanol was removed from the supernatant by vacuum destination. The free hydroxyproline in the dry residue was
determined according to the colorimetric assay of STEGEMANN and STABLER with certain modifications. Hydroxyproline added to serum
was recovered with an error of 2.5%. Quantities of hydroxyproline as low as 0.4—0.5 /Jg/m/ serum were still easily estimated. The mean
content of this amino acid in human serum was found to be 1.58 ± 0.27 (0.86) jwg/m/ and in dog serum 3.78 ± 0.45 (1.75) /eg/m/.
Die Hydrox^roUnbestimmung in Harn und Serum hat
in letzter Zeit bei vielen experimentellen und klinischen
Untersuchungen Anwendung gefunden. Es wurden
mehrere Angaben bei einer Reihe von physiologischen
(l—6) und pathologischen (3, 5—15) Zuständen be-
kannt. Gleichzeitig wurden weitere Verbesserungen und
Modifikationen der Bestimmungstechnik vorgeschlagen
(l, 9, 16—20).
Das Hydroxyprolin ist im Organismus der Säugetiere
und des Menschen ausschließlich Bestandteil der
Skieroproteine des Bindegewebes (Kollagen und Ela-
stin). Dabei beträgt der Hydroxyprolingehalt des Elastin
nur 1,8%, so daß die weitaus überwiegende Menge
(etwa 14%) dem Kollagen zuzusprechen ist (21).
Infolge dieser Verteilung wird das Hydroxyprolin als
Indikator beim Kollagennachweis bzw. bei Stoffwechsel-
Untersuchungen am Kollagen angesprochen.
Die Bestimmung des freien Hydroxyprolin im Serum ist
durch zwei Faktoren gekennzeichnet: 1. Geringe
Hydroxyprolinkonzentration im Serum und daraus
folgend 2. Enteiweißung unter geringer Serumverdün-
nung bzw. ohne Serumverlust.
Die mitgeteilten Methoden von 0YE (1) und BAUMANN,
FRITZ und KALLWEIT (3) können nur als Makro-
verfahren betrachtet werden, da sie von A—20 m/
Serum ausgehen. Die Enteiweißung nach DÜBOVSKY,
PACOVSKY und DUBOVSKA (9) mit Pikrinsäure und an-
schließender Austauschchromatographie erscheint sehr
umständlich und die Mengenangaben sind unvollständig.
Die von LAITINEN, NIKKILÄ und KIVIRIKKO (4) vor-
genommene Deproteinisierung mit Trichloressigsäure
ist im Hinblick auf niedrige Peptide nicht ausreichend
und gab bei unseren Nacharbeitungen schwankende
Ergebnisse. MORSCHES, HOLZMANN und SCHLAUDECKER
(17) fällen das Serumprotein mit Äthanol, um in dem
Präzipitat das „Collagen-like-protein" zu bestimmen!
STEGEMANN und STALDER (18) enteiweißen durch
Autoklavieren und anschließende Austauschchromato-
graphie.
Bei kleinerer verfügbarer Menge Blut ergeben sich in
allen aufgezählten Fällen Schwierigkeiten bei der Ent-
eiweißung. Entweder erhält man eine zu große Serum-
verdünnung oder deutliche Verluste nach der Protein-
ausfällung.
Aus diesem Grund haben wir die folgende Arbeits-
methode entwickelt, der sich die Hydroxyprolin-
bestimmung nach STEGEMANN und STADLER (18) in
geringer Modifikation anschließt.
Material und Methoden
Reagenzien
1. Puffer-Stammlösung, pH 6: In einem 1-Liter-Meßkolben
wurden in etwa 200 m/ destilliertem Wasser der Reihe nach 50 g
(Zitronensäure (Merck p. a.), 12m/ 96proz. Essigsäure (Merck
p. a.), 120 g Natriumacetat 3 H2O (Merck p. a.) und 34 g .
Natriumhydroxid (Merck p. a.) gelöst und mit destilliertem
Wasser bis zur Marke aufgefüllt. Bei 4° blieb diese Lösung einige
Monate stabil.
l a. Puffer für die Chloraminlösung: 500 m/ Stammpuffer -(- 100 m/
destilliertes Wasser + 150 m/ n-Propanol. Bei 4° ist diese Lösung
einige Monate haltbar.
Ib. Puffer für die Farbreaktion: 100m/ Stammpuffer + 400 m/
destilliertes Wasser + 500 m/ n-Propanol. Bei 4° blieb diese
Lösung drei Wochen stabil. ·
2. Chloramin-T-Lösurig: 1,41 g Chloramin-T (Merck p. a.)
wurden in 10m/ destilliertem Wasser gelöst. Nach Zugabe von
10m/ n-Propanol wurde das Volumen mit Puffer (Reagenz l a)
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auf 100 m/ gebracht. In dunkler Flasche bei 4° ist das Reagenz
einige Wochen stabil.
3. Aldehyd-Perchlorsäute-Reagenfc: 15 g ^-Dimethylaminobenz-
aldehyd (Merck p. a.) wurden in 60 m/ n-Propanol suspendiert.
Anschließend wurden 26 m/ 60proz. Perchlorsäure (aus TOproz.
Perchlorsäure Merck p. a. hergestellt) hinzugegeben und das
Volumen mit n-Propanol auf 100 m/ gebracht. Bei 4° bleibt das
Reagenz eine Woche stabil.
4. Äthanol absolut (Merck p. a.).
5. n-Propanol (Merck p. a.).
6. Isoamylalkohol (Schuchardt, München, zur Chromatographie).
7. Standardlösung von Hydroxyprolin: 10 mg vorher getrocknetes
Hydroxyprolin (Serva p. a.) wurden in 100 m/ , Salzsäure
gelöst. Daraus wurden Standardlösungen mit einem Gehalt von
l, 2, 5 und 10 /xg/m/ hergestellt, indem l, 2, 5 und 10 m/ von der
Stammlösung mit , HC1 bis auf 100m/ weiter verdünnt
wurden.
Technik
In einem Zentrifugenglas wurden zu l m/ Serum 5 m/ auf 0°
gekühltes absolutes Äthanol zugesetzt. Die Proben wurden
l Std. bei —5° stehen gelassen. Anschließend wurde 10 Min. bei
4000 U./Min. in einer vorgekühlten Zentrifuge zentrifugiert.
5 m/ Überstand wurden in ein Normalschliffreagenzglas (18 X
180 mm) abpipettiert und nach Zugabe von 0,5 m/Isoamylalkohol
in einem Mikrodestillationsapparat bei 40° und einem Vakuum
von etwa 18 mmHg trocken destilliert.
Der trockene Rückstand wurde in 2 m/ Puffer (Reagenz l b) auf-
genommen und die Hydroxyprolinbestimmung nach STEGEMANN
und STALDER angeschlossen. Dazu wurden die Proben mit l m/
Chloramin-T (Reagenz 2) versetzt und bei Raumtemperatur
20 Min. stehen gelassen. Anschließend wurde l m/ Reagenz 3
zugesetzt, kräftig geschüttelt und die Proben wurden in ein
Wasserbad bei 60° gestellt. Nach Ablauf von 15 Min. wurden die
Gläser mit Leitungswasser rasch abgekühlt und mit l m/ n-Pro-
panol versehen.
Die Extinktion wurde innerhalb von 45 Min. bei einer Wellen-
länge von 550 nm und einer Schichtdicke von 10 mm am Spektral-
Hydroxyprolin
Abb. l
Eichkurve für die Hydroxyprolinkonzentration von 0 bis 10
Serum. Der bei der Enteiweißung entstandene Serumverlust ist
berücksichtigt.
photometer PMQ (Zeiss) abgelesen. Die erhaltenen Extink-
tionswerte wurden mit Hilfe einer Standard-Eichkurve in §
Hydroxyprolin pro m/ Serum umgerechnet (Abb. 1).
Ergebnisse
Die erhaltenen Extinktionswerte bei verschiedener
Wellenlänge (430—610 nm) sind auf Abbildung 2 dar-
gestellt. Daraus ist ersichtlich, daß das Absorptions-
maximum der Farbreaktion für unsere Modifikation im
Wellenbereich 550—560 nm liegt.
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Abb. 2
Absorptionsspektrum des Farbkomplexes bei unserer Modifikation.
• · = Probe gegen Leerwert = Leerwert gegen Wasser
= Probe gegen Wasser
Für den Variationskoeffizient von jeweils 10 parallel
durchgeführten Serumbestimmungen des freien Hy-
droxyprolin wurde ein Höchstwert von 4,5% erhalten,
der auch als Maximalfehler der beschriebenen Methode
anzusprechen ist.
Es wurden Versuche mit Seren bei Hydroxyprolin-
zugabe durchgeführt, deren Ergebnisse in Tabelle l
enthalten sind. Das zugesetzte Hydroxyprolin wurde
mit minimalen Differenzen fast vollständig wiederge-
funden. Wenn die Unterschiede zwischen dem gefun-
denen Gesamthydroxyprolingehalt und dem erwarteten
Wert nur auf das zugegebene Hydroxyprolin bezogen
werden, beträgt der Fehler durchschnittlich 2,5%.
Die mit dieser Methode erhaltenen Normalwerte für das
Humanserum bzw. Hundeserum sind in der folgenden
Tabelle 2 dargestellt und zum Teil mit Befunden anderer
Autoren verglichen.
Diskussion
Das Hydroxyprolin ist in absolutem Äthanol nicht lös-
lich. Bei einer Konzentration von etwa 80%, welche bei
der von uns vorgenommenen Enteiweißung entsteht,
Tab. l
Konzentration des freien Hydroxyprolin im Serum vor und nach Zugabe von Hydroxyprolin
Serum
Patient A
Patient B
Patient C
Patient D
Standardserum
Monitrol „Dade"
Eigener Hydroxyprolingehalt
Extinktion /ug/m/
0,167
0,158
0,071
0,091
0,169
1,74
164
0,74
0,95
1,76
Zugesetztes Hydroxyprolin
Extinktion A*g/m/
0,035
0,049
0,035
0,075
0,041
0,36
0,51
0,36
0,78
0,43
Gefundener Gesamtgehalt
Extinktion /"g/m/
0,200
0,207
0,105
0,165
0,212
2,08
2,15
109
1,72
2,21
Differenz
/"g/m/ %
—0,02
0,00
—0,01
—0,01
+ 0,02
1
0
1
1,4
1,1
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Tab. 2
Serumkonzentration des freien Hydroxyprolin nach verschiedenen Autoren in
Autor
0YE (1)
BAUMANN, FRITZ u. KALLWEIT (3)
LAITINEN, NIKKILÄ u. KIVIRIKKO (4)
KIVIRIKKO u. Mitarb. (10)
DUBOVSKY u. Mitarb. (13)
STFGEMANN u. STALDER (18)
DABEW u. STRUCK
r
\
l
Humanserum
Humanserum
( 18—21 J.
Humanserum < 22 — 40 J.
l 41— 76 J.
Humanserum
Humanserum
Plasma
Humanserum
Hundeserum
Standardserum Monitrol „Dade"
n
10
38
.38
34
23
11
8
—10
15
4
* ± ss -
0,92 ± 0,05
2,40 ± 0,02
1,05
107
1,01
1,00 ±0,06
0,78 ±0,11
2,6
1,58 ±0,27
3,78 ± 0,45
1,73 ± 0,16
S
0,17
1,10
0,77 — 1,32
0,75 — 1,51
0,63—1,52
0,20
0,30
—0,86
1,73
bleibt das Hydroxyprolin im Überstand gelöst. Parallele
Versuche haben keinen Verlust an Hydroxyprolin in
unserem Laboratorium ergeben.
Ein wichtiges Moment bei der Enteiweißung ist das
sofortige Vermischen des Serums mit dem Äthanol.
Infolge der verschiedenen spezifischen Gewichte kann
das Serum nach dem Zentrifugieren auf dem Boden des
Zentrifugenglases im Niederschlag zum Teil inkludiert
bleiben und es so zu ungenauen Ergebnissen kommen.
Daher wurde das Äthanol mit einer Vollpipette ausge-
blasen und so dem Serum zugesetzt, wobei gleichzeitig
eine homogene Mischung entstand.
Bei der Äthanolenteiweißung werden einige Lipid-
anteile des Serums mitextrahiert, welche später eine
Trübung verursachen können. Bei einem normalen
Lipidgehalt des zu untersuchenden Serums werden die
Lipide in dem Puffer (Reagenz Ib) nach unserer Modi-
fikation gelöst. Da in der Hälfte der Fälle eine restliche
Trübung nach Entwicklung der Farbreaktion die
Photometric infolge eines höheren Lipidgehalts beein-
trächtigte, wurde noch einmal Propanol zugesetzt.
Bei der Vakuumdestillation wurde zur Vermeidung
eines Siedeverzugs Isoamylalkohol verwendet. Bei
langsamer und gleichmäßiger Destillation treten dann
keine Verluste durch Verspritzen auf.
Unsere wiederholten Versuche haben eine strenge Line-
arität der Extinktion als Funktion der Hydroxyprolin-
konzentration von 0—10^g/m/ bei der verwendeten
Bestimmungstechnik ergeben. Dadurch wird eine ge-
naue Berechnung des Hydroxyprolingehalts auch mit
Hilfe eines Multiplikationsfaktors ermöglicht. Der
letztere ergibt sich aus einem Quotienten der Konzen-
tration zur Extinktion einer Hydroxyprolin-Standard-
probe, die parallel mitbestimmt wird. Wie aus Abbil-
dung l ersichtlich wurde, können Konzentrationen von
0,4—0,5 § Hydroxyprolin in l m/ Serum ohne Schwie-
rigkeiten mit unserer Modifikation noch erfaßt werden.
Diese Empfindlichkeit der Methode ist besonders vor-
teilhaft bei Versuchen an kleineren Tieren, bei denen das
verfügbare Untersuchungsmaterial meist gering ist.
Über unsere Erfahrung in dieser Hinsicht wird in einer
anderen Publikation später eingegangen.»
In Tabelle 2 fallen die großen Differenzen bei der Serum-
konzentration des freien Hydroxyprolin zwischen den
einzelnen Untersuchern auf. Diese Unterschiede sind auf
die verschiedene Enteiweißungsart bzw. anschließende
Farbreaktion zurückzuführen. Wir haben mit der
angegebenen Enteiweißungstechnik eine kolorimetri-
sche Bestimmung nach PROCKOP und UDENFRIEND (22)
bzw. KIVIRIKKO, LAITINEN und PROCKOP (11) durch-
geführt. Die Extinktionswerte lagen bei gleichen Bedin-
gungen um etwa 30% niedriger als nach der modifi-
zierten Methode von STEGEMANN und STALDER. Für die
von uns verwendete geringe Menge an Serum reichte
diese Empfindlichkeit aber nicht aus.
Wir danken der Kommission der Europäischen Gemeinschaften
für die Sachbeihilfe.
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